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(57) Abstract 

A process is disclosed for determining auto-antibodies against anti-TSH-receptor auto-antibodies in a human serum or plasma sample. 
Thus the auto-antibodies to be determined in the sample compete with a TSH-competitor that may be labelled with an appropriate label for 
the binding sites of a solubilised TSH-receptor. The amount of auto-antibodies to be determined is calculated from the amount of competitor 
bound to the TSH-receptor or extracted from the liquid phase. In order to prepare the reaction mixture, the sample, the optionally labelled 
TSH-competitor and the TSH-receptor are simultaneously mixed and the thus obtained reaction mixture is subjected to one-stage incubation 
then processed in a manner known per se. 

(57) Zusammenfassung 



Verfahren zur Bestimmung von Anti-TSH-Rezeptor-Autoantikorpern in einer humanen Serum- oder Plasmaprobe, bei dem man 
die zu bestimmenden Autoantikfirper der Probe ggf. mit einem geeigneten Label markierten TSH-Kompetitor urn die Bindungsstellen 
eines solubilisierten TSH-Rezeptors konkurrieren laBt und anhand der Menge des an diesen TSH-Rezeptor gebundenen oder aus der 
Russigphase extrahierten Kompetitors auf die Menge der zu bestimmenden Autoantikorper zuriickrechnet, wobei man zur Bereitung der 
Reaktionsmischung die Probe, den ggf. markierten TSH-Kompetitor und den TSH-Rezeptor im wesentlichen gleichzeitig zusammengibt 
und die so erhaltene Reaktionsmischung einer einstufigen Inkubation unterwirft und dann auf an sich bekannte Weise aufarbeitet. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

An™^ s&gfi&zszsss™*"™ auf den Kopfbagen der schriften - die «»«»»•*»* 



AM 


Armcnicn 


AT 


Osterreich 


AU 


Australien 


BB 


Barbados 


BE 


Belgten 


BF 


Burkina Faso 


BG 


Bulgarian 


BJ 


Benin 


BR 


Brasilica 


BY 


Belarus 


CA 


Kanada 


CF 


Zentrale Afrikanische Republik 


CG 


Kongo 


CH 


Schweiz 


CI 


C6te d*Tvoire 


CM 


Kamerun 


CN 


China 


cs 


Tschechoslowakei 


cz 


Tschechische Republik 


DE 


Deuuchtand 


DK 


DInemark 


EE 


Estland 


ES 


Spanien 


FT 


Finnland 


FR 


Frankreicb 


GA 


Gabon 



GB 


Vereinigtes Konigreich 


GE 


Georgien 


GN 


Guinea 


GR 


Griechenland 


HU 


Ungam 


IE 


Irland 


IT 


Italien 


JP 


Japan 


KE 


Kenya 


KG 


KirgUUran 


KF 


Demokratische VoHc$rcpub!ik Korea 


KR 


Republik Korea 


KZ 


Kasachstan 


LI 


Liechtenstein 


LK 


Sri Lanka 


LR 


Liberia 


LK 


Litaucn 


LU 


Luxemburg 


LV 


Lealand 


MC 


Monaco 


MD 


Republik Moldau 


MG 


Madagaskar 


ML 


Mali 


MN 


Mongolei 


MR 


Mauretanten 


MW 


Malawi 



MX 


Mexiko 


NE 


Niger 


NL 


Niederlande 


NO 


Norwegen 


NZ 


Neuseetand 


PL 


Polen 


FT 


Portugal 


RO 


Rumanien 


RU 


Russische Federation 


SD 


Sudan 


SE 


Schweden 


SG 


Singapur 


SI 


Slowenten 


SK 


Slowaket 


SN 


Senegal 


sz 


Swasiland 


TD 


Tsehad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadschikistan 


TT 


Trinidad und Tobago 


UA 


Ukraine 


UG 


Uganda 


US 


Veretnjgte Suaun von Atnerika 


UZ 


Usbekistan 


VN 


Vietnam 



WO 97/00447 



PCT/EP96/02649 



5 



10 Verfahren zur Bestimmung von Ant i -TSH-Rezeptor- 

Autoantikorpem 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur klinischen 
15 Diagnose von Schilddrusen-Autoimmunerkrankungen, und ins- 

besondere ein verbessertes Verfahren zur Bestimmung von 
Anti- TSH-Rezeptor- Autoantikdrpern in einer humanen Serum- 
oder Plasmaprobe mit Hilfe eines sogenannten Rezeptor- 
Assays . 

20 

Im Rahmen der Diagnose von Schilddrusenerkrankungen hat die 
Bestimmung von Autoantikdrpern gegen den TSH-Rezeptor ("An- 
ti-TSH-Rezeptor-Autoantikdrpern" ) erhebliche Bedeutung. Der 
TSH-Rezeptor spielt im Rahmen der Regulierung der Funktion 
25 der Schilddriise eine zentrale Rolle . Durch Bindung des von 

der Hypophyse ausgeschutteten Hormons TSH (Thyrotropin) an 
den in der Schilddrusenmembran verankerten TSH-Rezeptor wird 
namlich die Bildung und Ausschuttung des wichtigsten Schild- 
drusenhormons Thyroxin (T4) stimuliert. 

30 

An diesen TSH-Rezeptor konnen jedoch auch bei bestimmten 
Krankheitszustanden gebildete Autoantikorper binden, die 
nachfolgend in ihrer Gesamtheit als Anti-TSH-Rezeptor-Auto- 
antikorper bezeichnet werden. Je nach Art dieser Autoanti- 
35 korper kann es entweder zur Abschirmung der Bindung der TSH- 
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Molekule an den TSH-Rezeptor und damit zu einer Inhibierung 
der Bildung und Ausschuttung von Thyroxin kommen oder im 
Gegenteil dazu, daS dieses Schilddrusenhormon unkontrolliert 
ausgeschuttet wird, weil die Anti-TSH-Rezeptor-Autoantikor- 
per bei ihrer Bindung an den TSH-Rezeptor die Wirkung des 
TSH simulieren und die Synthese und Ausschuttung von Schild- 
drusenhormonen stimulieren. Der im letzteren Falle resultie- 
rende SchilddrusenhormonuberschuE aufiert sich u.a. als eine 
Hyperthyreose vom Typ Morbus Basedow. 



:or 



Die Bedeutung von Autoantikorpern gegen den TSH-Rezeptc 
wird in zahlreichen wissenschaf tlichen Verof f entlichungen 
ausfuhrlich diskutiert, wobei stellvertretend auf den Uber- 
sichtsartikel von Bernard Rees Smith et al . , "Autoantibodies 
to the Thyrotropin Receptor", in: Endocrine Reviews, Vol. 9, 
No.l, 1988, S. 106 bis 121 verwiesen werden kann. 

Wegen der Wichtigkeit des Nachweises von Anti-TSH-Rezeptor- 
Autoantikorpern in der klinischen Praxis werden von ver- 
schiedenen Diagnostikaf irmen derartige Bestimmungsverf ahren 
in Form von Kits angeboten. Alle derartigen gegenwartig 
kommerziell angebotenen Verfahren zur Bestimmung von Anti- 
TSH-Rezeptor-Autoantikdrpern arbeiten dabei nach dem Prinzip 
des sogenannten Radiorezeptor-Assays (RRA) , bei dem man zur 
Bestimmung der gesuchten Autoantikorper in einer Serum- oder 
gegebenenfalls auch Plasmaprobe so vorgeht, da£ man die zu 
gegebenfalls in einer Serum- oder Plasmaprobe vorhandenen 
Autoantikorper mit einem zugesetzten 125 I -markierten TSH- 
Praparat urn die Bindungsstellen eines ebenfalls zugesetzten 
TSH-Rezeptors konkurrieren lafit, der durch Extraktion und 
Solubilisierung aus einem humanen oder tierischen Schild- 
drusenmaterial, in der Regel aus Schilddriisenmaterial vom 
Schwein, gewonnen wurde. 

Alle Bestimmungsverf ahren werden dabei nach ein und demsel- 
ben Inkubationsschema durchgefuhrt , das im wesentlichen die 
folgenden Schritte umf a£t : 
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1. Pipettieren der Probe (des Patientenserums ) in ein 
Testrdhrchen, 

2. Zugeben des solubilisierten TSH-Rezeptors in der fur 
den jeweiligen Kit vorgesehenen Form, und Durchmischen, 

5 3. Vorinkubieren der gebildeten Reaktionsmischung, die die 

Bestandteile der Probe sowie den TSH-Rezeptor enthalt, 
fur einen Zeitraum von in der Regel 15 bis 2 0 Minuten 
bei Raumtemperatur , 
4. danach Zugeben des markierten TSH-Praparats als Tracer, 
10 5. Inkubieren der nunmehr alle Testbestandteile enthalten- 

den Reaktionsmischung fur einen Zeitraum in der GroSen- 
ordnung von zwei Stunden +30 Minuten bei Raumtempera- 
tur, 

6. Zugeben eines Fallungsreagenz , in der Regel von Poly- 
15 ethylenglykol (PEG) zur Ausfallung des TSH-Rezeptors 

mit den daran gebundenen Anteilen des Tracers sowie 
ggf . der Autoantikorper , 

7. Zentrifugieren und Abtrennen des fliissigen Uberstands 
von der festen Phase sowie 

20 8. Messen der Radioaktivitat in der festen Phase. 



Fur die Auswertung der Mefiergebnisse werden Eichkurven 
verwendet, die genau nach dem gleichen Verfahren erstellt 
werden, nur dafi man anstelle der Serumproben die dem Kit 
25 beigefugten Standards bzw. Kontrollen einsetzt . Letztere 

konnen als "Proben" bekannter Zusammensetzung angesehen 
werden. 

Wenn im Rahmen der vorliegenden Pat entanmel dung von "Probe" 
30 gesprochen wird, ist somit nicht nur die aus einem Patienten 

gewonnene Serum- oder Plasmaprobe gemeint, sondern alles im 
Hinblick auf die Probe Gesagte gilt genauso fur die Messung 
der Standardlosungen und Kontrollproben . 



35 



DaS nach dem gegenwartigen Stand der Technik bei Radiorezep- 
t or -As says zur Bestimmung von Anti-TSH-Rezeptor-Autoantikor- 
pern ausnahmslos nach der beschriebenen Arbeit sweise ge- 



WO 97/00447 



PCT/EP96/02649 



4 

arbeitet wird, lafit sich anhand der Arbeitsanweisungen aller 
diesseits bekannten einschlagigen Testkits belegen, namlich: 

Arbeitsanleitung TRAK-Assay® der Fa. B.R.A.H.M.S Diagnostica 
GmbH, Berlin, Januar 1995, insbesondere MeSprinzip gemafi den 
inneren Umschlagseiten sowie Abschnitt "Testdurchf uhrung" ; 

Arbeitsanleitung TSH REZAK® der Fa. Medipan Diagnostika Ent- 
wicklungs- und Vertriebs GmbH, Selchow, Abschnitt '• Test- 
durchf uhrung " , (Stand 1.12.1994); 



15 



20 



Gebrauchsinformation THYBIA-Assay der Fa. Byk-Sangtec 
Diagnostica GmbH & Co. KG, Dietzenbach, 1993, Abschnitt 
"Testablauf " ; 

Herstellerinformation TSH RECEPTOR ANTIBODY (TRAb) KIT der 
Fa. KRONUS®, San Clemente, USA, 1993, insbesondere S.6, 
"Assay Protocol"; 

Herstellerinformation "Thyrotropin Receptor Autoantibodies » , 
der Fa. Gesellschaft fur Immunchemie und Immunbiologie mbH, 
Hamburg, Januar 1993, insbesondere Abschnitt 6; 

Herstellerinformation TBIAb RRA der Fa. BIOCODE s.a., Scles- 
25 sin, Belgien, April 1991, insbesondere Abschnitte 4.2 und 

8.2; 

Japanische Gebrauchsanleitung "TRAb" der Fa. RSR Limited, 
Cardiff, UK, 1994, insbesondere Abschnitt 2. 2iffer 4; 



30 



Herstellerinformation ANT I R-TSH der Fa. Immunotech, Frank - 
reich, insbesondere Abschnitt 7. SCHEMA OPERATOIRE DU 
DOSAGE; 



35 



Herstellerinformation TRAB 125 l der Fa. Techland, Sept. 1992, 
insbesondere S.5 und 8. 
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Bei alien beschriebenen Verfahren wird es als erforderlich 
angesehen, die Reaktionsmischung zur Durchfuhrung der 
eigentlichen Konkurrenz-Mefireaktion zweistufig zu bereiten, 
namlich durch Zusammengeben der TSH-Rezeptor- Preparation mit 
der Probe und eine Vorinkubation der einen Teil des Reak- 
tionssystems enthaltenden Reaktionslosung als erste Stufe, 
urn eine Vorreaktion des TSH-Rezeptors mit den gesuchten 
Autoantikorpern zu ermoglichen, sowie, als zweite Stufe, 
durch zeitlich verzogerte Zugabe des als Tracer zugesetzten 
konkurrierenden TSH-Praparats nach AbschluS der Vorinkuba- 
tion. 

Nachdem auch der Tracer zugesetzt wurde, wird noch einmal 
fur einen langeren Zeitraum, in der Regel von 2h bei Raum- 
temperatur oder von lh bei 3 7 °C, eine Reaktionsmischung 
inkubiert, die nunmehr alle Umsetzungspartner enthalt . 

Eine Vorinkubation der genannten Art wird im gesamten Stand 
der Technik durchgef iihrt , wobei beispielsweise auf die 
folgenden Literaturstellen verwiesen werden kann: 

S. Qasim Mehdi et al . , in: Biochem. J. (1975) 145, S. 105- 
111, insbesondere S. 107, Abschnitt "Standard procedure for 
the assay of LATS in human sera or IgG"; 

H. Schleusener et al . , J . Endocrinol . Invest . 2: S. 155-161, 
(1978) ; 

J. Haberman, C.R. Pickardt und P.C. Scriba, Acta Endocrinol. 
(Copenhagen) Suppl. 234, 26 (1980); 

Bernard Rees Smith and Reginald Hall, "Measurement of Thyro- 
tropin Receptor Antibodies" in: Methods in Enzymology, Vol. 
74 (1981), S. 405-420, insbesondere S. 415, "Assay Procedu- 
re", S. 417, Zeilen 1-5 des Textes von unten; 

Kay Southgate et al . , in Clinical Endocrinology (1984), 20, 



6 

S. 539-548, insbesondere S. 541, Abschnitt "Assay procedure 
for unextracted serum"; 

Haruo Tamaki et al., in: J. Clin . Lab . Immunol . (1986), 20, 
5 S.l-6; insbesondere S.2, Abschnitt "Assay Procedure for 

Unextracted Sera"; 

S. Costagliola et al . , "Binding Assay for Thyrotropin Recep- 
tor Autoantibodies Using the Recombinant Receptor Protein" 
10 in: Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, Vol. 

78, No. 6, (1992) S. 1540-1544, insbesondere S. 1541, Ab- 
schnitt "Binding Assay for autoantibody determinations"; 

Manjula K. Gupta in: Clin. Biochem. , Vol. 25, 1992, S. 193- 
15 199, insbesondere S. 194, linke Spalte. 

Die angefuhrten Literaturstellen decken einen Zeitraum von 
20 Jahren ab, wobei gemafi den alteren Literaturstellen die 
Anti-TSH-Rezeptor-Autoantikorper auch als LATS (long-acting 

2 0 thyroid stimulator) oder TBI I (TSH-binding inhibitor immuno- 

globulin) bezeichnet werden. Eine in der Literatur zu fin- 
dende Abkiirzung ist auch TRAb (thyrotropin (TSH) -receptor 
antibodies) . 

25 Die f ruhesten einschlagigen Verfahren arbeiteten stets mit 

Schilddrusenmembranen als Rezeptor- Preparation sowie vor- 
zugsweise mit isolierten Immunglobulin-Fraktionen als Pro- 
benmaterial . Dabei wird schon in der altesten der oben 
aufgefiihrten Arbeiten eine Vorinkubatipn von drei Stunden 

3 0 bei 23 bis 25 °C durchgef uhrt . In der o.g. Literaturstelle 

J. Haberman, C.R. Pickardt und P.C. Scriba, Acta Endocrinol. 
Copenhagen) Suppl. 234, 26 (1980) wird dann ausdrucklich auf 
die Bedeutung der Vorinkubation hingewiesen, indem gezeigt 
wird, daS eine 60-minutige Vorinkubation gegenuber einer 
35 Arbeitsweise ohne eine derartige Vorinkubation zu deutlich 

verbesserten Mefiergebnissen f uhrt . In dem o.g. mafigeblichen 
Artikel "Measurement of Thyrotropin Receptor Antibodies" von 



WO 97/00447 



PCT/EP96/02649 



Bernard Rees Smith und Reginald Hall wird auf S. 417 eben- 
falls die Bedeutung der Vorinkubation fur ein zuverlassiges 
MeSverfahren hervorgehoben . 

5 Auch als fur Radiorezeptor-Assays zur Bestimmung von Anti- 

TSH-Rezeptor-Autoantikorpern verbesserte Reagenzien einge- 
fuhrt wurden und das MeSprinzip auf Serumproben anstelle von 
isolierten IgG-Fraktionen ausgedehnt wurde, anderte sich am 
grundsatzlichen Reaktionsschema mit Vorinkubation nichts. Es 
10 kann in diesem Zusammenhang auf diejenigen der obigen Ver- 

6f fentlichungen, einschlieSlich aller Arbeitsanleitungen, 
verwiesen werden, die aus den letzten zehn Jahren stammen. 

Auch die Anmelderin selbst schreibt noch in ihrer Arbeit s- 
15 anleitung fur ihren TRAK-Assay® aus dem Jahre 1995 die 

iibliche 15- bis 2 0-miniitige Vorinkubation bei Raumtemperatur 
vor. Eine derartige Vorinkubation wird auch in alien 
Patenten der Anmelderin, die die Bestimmung von Anti-TSH- 
Rezeptor-Autoantikorpern betreffen, durchgef uhrt , namlich in 
20 dem deutschen Patent DE 42 3 7 43 0, Beschreibung der Test- 

durchfuhrung nach Zeile 62 von Seite 4, sowie im deutschen 
Patent DE 43 28 070, das ein abgewandeltes Verfahren 
betrifft, bei dem mit einem unmarkierten Kompetitor (bTSH) 
gearbeitet wird, und zwar im Versuch 3 des zuletzt genannten 
25 Patents. 

Das deutsche Patent DE 42 37 43 0 betrifft einen Tracer in 
Form eines radioaktiv markierten TSH, der durch direkte 
Radio jodierung eines durch Aufreinigung aus crudem bovinem 

30 TSH gewonnenen TSH-Praparats , das eine biologischen Aktivi- 

tat von mehr als 4 0 IE TSH/mg Protein aufweist und erhalt- 
lich ist durch af f initatschromatographische Reinigung von 
handelsublichem crudem bovinem TSH an einer ant i- TSH -Ant i - 
korper-Saule und anschliefiende Ionenaus tausch- Chromatogra - 

3 5 phie an einem schwach sauren Kat ionenaus tauscher mit end- 

standigen Carboxylgruppen auf der Basis eines polyamidbe- 
schichteten Kieselgels, erhalten wurde. Dieser Tracer stellt 



Reaktionsmischung unter Anwendung einer zwischengeschalteten 
Vorinkubation von 15 bis 60 min stellt sich jecioch in der 
Routinepraxis des Diagnostiklabors als eine erhebliche 
Erschwernis der Testdurchfuhrung und mogliche zusatzliche 
Fehlerguelle dar. 

Der vorliegenden Erfindung liegt nunmehr die liberraschende 
Feststellung zugrunde, daE die bisher einhellig als notig 
angesehene Vorinkubation bei den gegenwartigen Testverfahren 
unter Verwendung der im Handel befindlichen verbesserten 
Reagenzien gar nicht mehr erforderlich ist, sondern dafi es 
moglich ist, auf die Vorinkubation zu verzichten und in 
diesem Zusammenhang auch die Folge der Pipettierschritte zu 
verandern, ohne daS die erhaltenen MeSergebnisse negativ 
beeinfluSt werden. 

Die folgende Erfindung betrifft somit ein an sich bekanntes 
Verfahren zur Bestimmung von Anti-TSH-Rezeptor-Autoantikor- 
pern gemaS Oberbegriff von Patentanspruch 1, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daS man zur Bereitung der Reaktions- 
mischung die Probe, das markierte TSH-Praparat und den TSH- 
Rezeptor im wesentlichen gleichzeitig zusammengibt und die 
so erhaltene Reaktionsmischung einer einstufigen Inkubation 
unterwirft, wobei man bei einer Pipettierung von Hand vor- 
zugsweise so vorgeht, daS man zur Bereitung der Reaktions- 
mischung zuerst die Probe und das markierte TSH-Praparat 
zusammengibt und die Reaktion durch anschlieSende Zugabe des 
TSH-Rezeptors startet, wonach man auf an sich ubliche Weise 
inkubiert und aufarbeitet. 

Bei einer Testdurchfuhrung mit Hilfe von Pipettierautomaten 
kann aber z.B, auch so vorgegangen werden, daS Probe, TSH- 
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Rezeptor und markiertes TSH-Praparat nacheinander in der 
angegebenen Reihenfolge von einer Sondennadel angesaugt und 
gemeinsam in ein tibliches ProbengefaS abgegeben werden . 

5 Das neue Inkubations- und Pipettierschema kann auch bei 

einem Verfahren zur Anwendung kommen, wie es im Patent 
DE 43 28 070 der Anmelderin beschrieben ist , bei dem man die 
eigentliche Konkurrenzreaktion mit einem unmarkierten TSH- 
Praparat durchfuhrt und zur Bestimmung der Anwesenheit und 
10 Menge von Autoant ikorpern in einer Probe anschliefiend die in 

der flussigen Phase verbliebenen unumgesetzten TSH-Molekule 
nach einem Sandwich-Verf ahren bestimmt. 

Diese Verf ahrensvariante wird durch den nebengeordneten 
15 Anspruch 7 speziell erf alSt . 

Das neuartige "Einschritt-Bestimmungsverf ahren" mit nur 
einer einzigen gleichzeitigen Inkubation aller Reaktion- 
steilnehmer ergab zur eigenen Uberraschung der Anmelderin 
20 bei einem entsprechenden Testversuch mit dem eigenen kom- 

merziellen Kit fur den TRAK-Assay® Ergebnisse, die denen 
gleichwertig waren, die mit den gleichen Reagenzien nach, der 
iiblichen Arbeitsweise erhalten wurden. f 

Es wird angenommen, dafi durch die in der Zwischenzeit gegen- 
uber der ursprunglichen Verf ahrensf uhrung unter Verwendung 
von z.B. Schilddrusenmembranen und Immunglobulin-Fraktionen 
erzielten Verbesserungen sowie eine verbesserte Tracer- 
Herstellung die Vorinkubation uberfliissig gemacht wurde, 
ohne dafi die Fachwelt das fur moglich hielt, so daS das 
Erfordernis der Vorinkubation noch in Verof f entlichungen der 
jungeren Zeit ausdrucklich hervorgehoben wird. 

Die Moglichkeit einer einstufigen Inkubation ist jedoch in 
3 5 der Praxis ein erheblicher Vorteil, und die Moglichkeit 

einer einstufigen Testdurchf uhrung ist fur den Fachmann 
auSerordentlich uberraschend. 
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Nachfolgend wird das erf indungsgemafie Verfahren dem tradi- 
tionellen Verfahren unter Verwendung der gleichen Bestand- 
teile des kommerziellen TRAK - As s ays ® der Anmelderin gegen- 
iibergestellt . 

5 

Dabei wird auf zwei Figuren Bezug genommen, die zeigen: 

Fig. 1 die Ergebnisse der Messung der gleichen 100 Pa- 
tient enseren nach dem herkommlichen und dem erfin- 
10 dungsgemaSen Verfahren, und 

Fig. 2 die Standardkurven fur Bestimmungsverf ahren unter 
Verwendung der Reagenzien des TRAK- Assays® , wenn 
einmal nach dem bekannten Verfahren und zum ande- 
ren nach dem erf indungsgemaSen Verfahren vorgegan- 
15 gen wurde . 



20 



Versuchsbeschreibung 
1. Reagenzien 

Es wurden ausschliefilich die iiblichen Reagenzien des TRAK- 
Assays® der Anmelderin verwendet . Diese waren im einzelnen 



A: 125 I-TSH-Praparat als Tracer, und zwar in Form eines 
aus Rinderhypophysen isolierten und gemaS Patent DE 
4 2 3 7 43 0 gereinigten und radio j odierten TSH-Praparats 
im Kit vorliegend in Form von Flaschchen a 4 0 kBq, 
gebrauchsfertig in 5,5 ml; 

B: TSH-Rezeptor (aus Schilddriisen vom Schwein isoliert 

gemaS der Arbeitsvorschrif t in Patent DE 42 37 430 bzw. 
im o.g. Artikel von Bernard Rees Smith and Reginald 
Hall in: Methods in Enzymology, Vol. 74 (1981), S. 405- 
420), vorliegend in Flaschchen mit einem Lyophilisat , 
das in 1,5 ml Puffer gemafi C zu rekonstituieren ist . 

C: Puffer (phosphatgepuf ferte Salzlosung) zur Rekonstitu- 
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ierung des lyophilisierten TSH-Rezeptors (Reagenz B) , 
Flaschchen a 10,5 ml, gebrauchsf ertig ; 

D: Fallungsreagenz , Flasche a 105 ml gebrauchsf ertig, in 
5 Form einer 16%-igen Polyethylenglykol -Losung . 

Aufierdem entha.lt der Kit noch Standards (bTSH) in Humanserum 
in Form von 6 gebrauchsf ertigen Flaschchen a 0,5 ml zur 
Erst el lung der Standardkurven, sowie zwei Kontrolseren in 
10 Humanserum. 

2. Bestimmungen 

Unter Verwendung der genannten Reagenz ien wurden 100 Patien- 
15 t ten-Seren vermessen, und zwar jeweils einraal unter Befolgung 

der in der herkdmmlichen Arbeit sanleitung vorgeschriebenen 
Pipettier- und Inkubationsschritte , einschliefilich der 
vorgeschriebenen Vorinkubation, sowie ein weiteres Mai nach 
dem erf indungsgemafien Pipettierschema mit nur einer einzigen 
20 Inkubation. 

Genauer gesagt, werden bei jeder nach dem erf indunsgemaSen 
Verfahren durchgef iihrten Messung zuerst Serumproben bzw. 
Standards und Kontrollseren in iibliche Testrohrchen pipet- 
25 tiert, danach wird direkt die Tracerlosung (A) zupipettiert , 

und anschlieSend wird der rekonst ituierte solubilisierte 
TSH-Rezeptor (B/C) zupipettiert. 

Es zeigte sich, daS die Ergebnisse, die in beiden Fallen 
3 0 erhalten wurden, als weitgehend identisch angesehen werden 

konnen . 

Die Ergebnisse sind graphisch in Figur 1 dargestellt. 



35 



Fur die Korrelation des herkdmmlichen zweistufigen Verfah- 
rens mit dem erf indungsgemafien einstufigen Verfahren wurde 
ein Korrelationskoef f izient von 0,97 bei einer Steigung von 
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0,96 ermittelt. 

Figur 2 zeigt, dafi die Standardkurven fur das Bestimmungs- 
verfahren bei herkommlicher Testdurchf uhrung und bei erfin 
dungsgemafier Testdurchf uhrung als praktisch identisch ange 
sehen werden konnen. 



Auch wenn die Durchf iihrbarkeit des erf indungsgemafcen Ver- 
fahrens unter Verwendung der konkreten Bestandteile des 
TRAK-Assays der Anmelderin gezeigt wurde, geht diese davon 
aus, dafi das erf indungsgemaSe Verfahren auch mit auf modifi- 
zierte Weise erhaltenen Reagenzien mit ahnlichem Ergebnis 
durchgefuhrt werden kann. So kann beispielsweise anstelle 
des im TRAK-Assay® verwendeten solubilisierten porcinen TSH- 
Rezeptors auch ein solubilisierter rekombinanter TSH- 
Rezeptor verwendet werden, wie er in der obigen Veroffentli- 
chung von S. Costagliola et al . beschrieben und als Equi- 
valent zu dem solubilisierten porcinen TSH-Rezeptor des 
TRAK-Assays gezeigt wurde . 

Es ist ferner fur das erf indungsgemaEe Verfahren nicht 
wesentlich, auf welche Weise nach der Inkubation der Reak- 
tionsmischung die Trennung der umgesetzten TSH-Rezeptoren 
von der fliissigen Reaktionsmischung erf olgt . Anstelle der 
ublichen PEG-Fallung konnen somit auch andere an sich be- 
kannte Verfahren zur Fest-Fliissig-Trennung zur Anwendung 
kommen, ohne dafi das auf die vorgeschaltete Umsetzung in der 
Reaktionsmischung einen Einflufi hatte. 
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Patentanspriiche 

5 1. Verfahren zur Bestimmung von Anti-TSH-Rezeptor-Auto- 

antikdrpern in einer humanen Serum- oder Plasmaprobe, bei 
dem man die zu bestimmenden Autoantikorper der Probe mit 
einem mit einem geeigneten Label markierten TSH-Praparat urn 
die Bindungsstellen eines solubilisierten TSH-Rezeptors 
10 konkurrieren lafit und anhand der Menge des an diesen TSH- 

Rezeptor gebundenen Labels auf die Menge der zu bestimmenden 
Autoantikorper zuruckrechnet , wobei das Verfahren die 
Schritte umfaSt 

- Inkubieren einer Reaktionsmischung, die den TSH- Rezeptor , 
15 markiertes TSH sowie die Probe enthalt, 

- Uberfuhren des TSH- Re zep tors mit den daran gebundenen 
Anteilen an anti-TSH-Rezeptor-Autoantikorpern und markiertem 
TSH in eine feste Phase und deren Abtrennung von der fliissi- 
gen Phase , und 

20 - Messung der Menge des in der festen Phase gebundenen 

markierten TSH anhand der fur das verwendete Label typischen 
physikalischen oder chemischen Nachweismethode , 
dadurch gekennzeichnet , da£ man zur Bereitung der Reaktions- 
mischung die Probe, das markierte TSH-Praparat und den TSH- 

25 Rezeptor im wesentlichen gleichzeitig zusammengibt und die 

so erhaltene Reaktionsmischung einer einstufigen Inkubation 
unterwirf t . 



2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ 
3 0 man zur Bereitung der Reaktionsmischung zuerst die Probe und 

das markierte TSH-Praparat zusammengibt und die Reaktion 
durch anschlieSende Zugabe des TSH-Rezeptors started. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
35 net, daS man als TSH-Rezeptor ein durch Extraktion und 

Solubilisierung aus einem humanen oder tierischen Schild- 
driisenmaterial gewonnenes TSH-Rezeptor- Praparat oder einen 
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solubilisierten rekombinanten TSH-Rezeptor verwendet. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daS 
man ein porcines TSH-Rezeptor- Praparat oder einen rekom- 
binanten humanen TSH-Rezeptor verwendet. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche l bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, da£ man als markiertes TSH ein radioaktiv 
markiertes TSH verwendet, das durch direkte Radioiodierung 
eines durch Aufreinigung aus crudem bovinem TSH gewonnenen 
TSH- Praparat s, das eine biologischen Aktivitat von mehr als 
40 IE TSH/mg Protein aufweist und erhaltlich ist durch 
affinitatschromatographische Reinigung von handelsublichem 
crudem bovinem TSH an einer anti-TSH-Antikorper-Saule und 
anschliefiende Ionenaustausch-Chromatographie an einem 
schwach sauren Kationenaustauscher mit endstandigen Carbox- 
ylgruppen auf der Basis eines polyamidbeschichteten Kiesel- 
gels, erhalten wurde. 

6. Verfahren nach einem der vorausgehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daS man den TSH-Rezeptor mit dendaran 
gebundenen Anteilen an ant i- TSH-Rezeptor- Autoantikorpern und 
markiertem TSH durch an sich bekannte PEG-Fallung und an- 
schliefiende Zentrif ugation von der flussigen Phase der Reak- 
tionsmischung abtrennt . 

7. Verfahren zur Bestimmung von Anti-TSH-Rezeptor-Auto- 
antikorpern in einer humanen Serum- oder Plasmaprobe, bei 
dem man 



- die zu bestimmenden Autoantikorper der Probe mit einem 
TSH-Praparat urn die Bindungsstellen eines solubilisierten 
TSH-Rezeptors konkurrieren lafit, indem man eine Reaktions- 
mischung, die den TSH-Rezeptor, das TSH-Praparat sowie die 
Probe enthalt, unter geeigneten Bedingungen inkubiert, 

den nicht an den TSH-Rezeptor gebundenen Anteil des TSH- 
Praparats an eine Festphase bindet und markiert, und 
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anhand der Menge der an die feste Phase gebundenen Mar- 
kierung auf die Menge der zu bestimmenden Autoantikorper in 
der Probe zuriickrechnet , 

dadurch gekennzeichnet , daS man zur Bereitung der Reaktions- 
mischung die Probe, das markierte TSH-Praparat und den TSH- 
Rezeptor im wesentlichen gleichzeitig zusammengibt und die 
so erhaltene Reaktionsmischung einer einstufigen Inkubation 
unterwirf t . 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS 
man zur Bereitung der Reaktionsmischung fur die Inkubation 
zuerst die Probe und das markierte TSH-Praparat zusammengibt 
und die Reaktion durch anschlieSende Zugabe des TSH-Rezep- 
tors started. 
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